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ATF6 Activating transcription factor 6 
ATP Adenosine triphosphate 
Bax Bcl-2-associated X protein 
Bcl-2 B-cell leukemia/lymphoma 2 protein 
BDNF Brain-derived neurotrophic factor 
CA1 Cornu ammonis 1 
CA2 Cornu ammonis 2 
CHOP C/EBP homologous protein 
13C-NMR Carbon nuclear magnetic resonance 
CREB cAMP response element binding protein 
CRTC2 (TORC2) CREB-regulated transcription coactivator 2 
db/db mice Diabetes mice 
DCFH-DA 2',7'-Dichlorodihydrofluorescin diacetate 
DEPT Distortionless enhancement by polarization transfer 
DHE Dihydroethidium 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DPPH 1,1-dipheny-2-picrylhydrazyl 
d-ROMs Diacron-reactive oxygen metabolites 
EC50 50% effective concentration 
EI Electron ionization 
ER stress Endoplasmic reticulum stress 
FAB Fast atom bombardment 
FBS Fetal bovine serum 
GPx Glutathione peroxidase 
GRP78 Glucose-regulated protein 78 
HE Hematoxylin and eosin 
1H-1H COSY Correlation spectroscopy 
H/I Hypoxia/ischemia 
HMBC Heteronuclear multiple bond correlation 
HMQC Heteronuclear multiple quantum correlation 
1H-NMR Proton nuclear magnetic resonance 
H2O2 Hydrogen peroxide 
HPLC High performance liquid chromatography 
HS Horse serum 
HSP70 Heat-shock protein 70 
HSQC Heteronuclear single-quantum correlation 











































IRE1 Inositol requiring 1 
LC/MS Liquid chromatography/mass spectrometry 
LEM Water-soluble extract of Lentinus edodes mycelia 
MAK Water-soluble extract of Ganoderma lucidum mycelia 
MCAO/Re Middle cerebral artery occlusion/reperfusion 
MPLC Medium pressure liquid chromatography 
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
NGF Nerve growth factor 
O2- Superoxide anion 
PBS Phosphate-buffered saline 
PERK PRKR-like endoplasmic reticulum kinase 
RNOS Reactive nitrogen oxide species 
ROS Reactive oxygen species 
SOD Superoxide dismutase 
STZ Streptozotocin 
TLC Thin-layer chromatography 
TTC 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 
TUNEL 
Terminal deoxynucleotidyl transferase- mediated deoxyuridine 
triphosphate-biotin nick end labelling 
U.CARR Unit CARR (1 CARR U = 0.08 mg H2O2/dL) 
UCP-2 Uncoupling protein-2 
UPR Unfolded protein response 
VC Vitamin C 

















































































































報告されている 26-30)。そこで、これまでに MAK に含有する成分研究と肥満・2
型糖尿病における脳保護作用に関する研究は全くなされていないことから、国
内外での研究状況を総合的に考慮して本研究計画を立案し、遂行することに独















































What is the 
active compound?





The ER stress participation 





Does it have neuroprotective























現在、健康食品として用いられている LEM と MAK は、バガスと脱脂した
米糠の混合固形培地に椎茸の菌糸体を接種させた LEM あるいは霊芝の菌糸体









これまでに、MAK と LEM には多様な生理活性が明らかとなっているが、
その中でも両抽出物には強い抗酸化活性が認められており、これらの活性を比
較したところ、DPPH フリーラジカル消去能は MAK と LEM で同程度である
ものの、スーパーオキシドアニオン（O2-）消去能は LEM に比べ MAK が 1.5
倍強いことが分かった。 
そこで、第 1 節では、LEM による脳保護作用を正常マウスを用いて検討し、
第 2 節では、酸化ストレスの増加を伴う肥満・2 型糖尿病モデルマウスに対し
 7 
て LEM よりも抗酸化能が強い MAK の脳保護作用について検討した。 
 





健康食品としてすでに 40 年近い実績がある。 







LEM に関する基礎研究は数多く、これまでに抗ウィルス作用 31, 32)、抗腫瘍






ている 39)。加えて、LEM には SOD 様活性やラジカル消去能、過酸化脂質産生





障害に対する LEM の脳保護効果を評価することにした。 
 










Implantation of mycelia 
For about 3.5 months




実験の手順を Scheme 1 に示した。正常マウスとして C57BL/6 Kwl 系雄性マ
ウスを用いた。本研究では、虚血性脳障害モデルとして低酸素脳虚血（H/I）
障害モデルを用いた。左図に示すように、H/I 処置は、右総頚動脈の結紮によ



























Control group: CE-2 standard    
forage (powder)
LEM group: CE-2 contained 





















③ Recover in room air
Low oxygen gas: 8% O2 / 92% N2




① Reduction of 
































 LEM を 0.5%または 1%（w/w）で混合した粉末飼料を 14 日間、自由に摂取
させた結果、通常の粉末飼料のみを与えた Control 群のマウスの体重および摂
食量と比べて、両パラメーターには有意差は認められなかった（Tables 1 & 2）。
因みに、0.5%、1% LEM 投与群の平均体重あたりの LEM 摂取量は、それぞれ
















また、今回用いた LEM の投与量は、動物実験に用いられている LEM の標
準的投与量の範囲内（0.3～2.7 g/kg body weight/day）であった。一方、これは







Table 1 Influence of Mice Body Weight during LEM Intake 
 Body weight (g) 
    Group 
Day Control 0.5% LEM 1% LEM 
1 20.49 ± 0.68 20.49 ± 1.04 20.71 ± 0.79 
4 21.00 ± 0.41 21.27 ± 1.37 21.40 ± 0.78 
8 21.52 ± 0.33 21.66 ± 1.78 21.75 ± 0.95 
11 22.38 ± 0.39 22.25 ± 1.69 22.65 ± 0.89 
15 23.20 ± 0.41 22.96 ± 1.44 23.31 ± 1.01 
 
Table 2 Influence of Feed Intake during LEM Intake 
 Feed intake (g) 
   Group 
Day    Control 
0.5% LEM group 
(LEM contend) 
1% LEM group 
(LEM contend) 
1 2.98 ± 0.05 2.91 ± 0.03 (14.55 ± 0.15 mg) 3.18 ± 0.09 (31.80 ± 0.90 mg) 
3 3.15 ± 0.02 3.15 ± 0.05 (15.75 ± 0.25 mg) 3.21 ± 0.01 (32.10 ± 0.10 mg) 
6 3.09 ± 0.15 3.22 ± 0.02 (16.10 ± 0.10 mg) 3.19 ± 0.16 (31.90 ± 1.60 mg) 
9 3.14 ± 0.10 3.32 ± 0.16 (16.60 ± 0.80 mg) 3.41 ± 0.13 (34.10 ± 1.30 mg) 
11 3.14 ± 0.09 3.45 ± 0.17 (17.25 ± 0.85 mg) 3.54 ± 0.04 (35.40 ± 0.40 mg) 








Control 群では、H/I 処置前（56.75 ± 8.34 U.CARR）に比べ、H/I 処置 24 時間後
の体内酸化ストレス度が有意に増大した（109.00 ± 16.79 U.CARR）。一方、0.5%、
1% LEM 両群の H/I 処置前の酸化ストレス度は、Control 群と差はなかったが、
H/I 処置 24 時間後の 1% LEM 群の酸化ストレス度は、Control 群よりも有意に
減少（77.00 ± 7.00 U.CARR）した。またデータは示さないが、擬似手術群であ














Fig. 3 Effects of chronic intake of LEM on total plasma oxidative stress in the 
mice before H/I (open bar) and 24 hr after H/I (dotted bar) determined by 
d-ROMs test.  The data are represented as means ± S.D. from 4-7 mice in each 
group. ＊＊ P < 0.01 compared with each before H/I, paired t-test. † P < 0.05 























低酸素脳虚血による脳障害に対する LEM の保護効果について、H/I 処置 24
時間後に Table 12（実験の部参照 p. 84）に示した六つの項目に沿って神経症状
を評価した。H/I 処置 24 時間後における Control 群（7.60 ± 1.95）の神経症状
スコアは、症状が全く認められなかった Sham 群（18.00 ± 0）と比べて有意に
低下した。これに対し、0.5% LEM（11.20 ± 2.77）および 1% LEM（15.00 ± 2.45）














Fig. 4 Effects of chronic intake of LEM on neurological score determined in the 
mice 24 hr after H/I. The neurological evaluations consisted of the five tests, 
spontaneous activity for 3 min, symmetry in the movement of left forelimb and hind 
limb, floor walking, response to vibrissae touch, and response to side stroking. The 
score for each mouse was the sum of all five individual test scores (Table 12). The 
maximum neurological score of a normal mouse with no deficit is 18. The data are 
represented as means ± S.D. from 4-7 mice in each group. ＊ P < 0.05 compared with 


































 次に、H/I 処置 24 時間後の脳を TTC 染色し、梗塞巣体積を測定した結果、
Sham 群の脳には梗塞は確認されなかったが、Control 群（31.94 ± 9.10%）では、
H/I 処置により右半球の皮質、線条体および海馬の広範囲に梗塞巣が形成され



















Fig. 5 Effects of chronic intake of LEM on infarction volume in the mice brain 
determined in the mice 24 hr after H/I by TTC staining.  (A) Representative data 
of triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of sham operated, 
control H/I, H/I with chronic ingestion of LEM. Scale bar = 1 mm.  (B) The data are 
represented as means (% of control) ± S.D. from 4-7 mice in each group. ＊ P < 0.05, 
＊＊ P < 0.01 compared with the control group, one-way analysis of variance followed 
by Tukey’s test. 





































H/I 処置によって誘発された脳実質における O2-産生に対する LEM の影響を
組織化学的に検討するため、マウス脳冠状切片の DHE 染色を行った。その結
果、Control 群では H/I 処置によって海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感




 まず、H/I 処置によって誘発された脳細胞障害に対する LEM の保護効果を
HE 染色により検討した。その結果、Control 群では H/I処置によって海馬 CA1、
CA2 野および大脳皮質体性感覚野に濃縮染色された核を有する死細胞が多数
認められた。しかし、Control 群と比較し、0.5% LEM 群および 1% LEM 群に
おいては、死細胞数が有意に抑制された（Fig. 7）。 
さらに、神経細胞の細胞死に対する LEM の効果を TUNEL 染色により評価
した。その結果、Control 群では H/I 処置により海馬 CA1、CA2 野および大脳
皮質体性感覚野において多数の TUNEL 陽性細胞が認められたが、これと比較
し、LEM 群では TUNEL 陽性細胞数が有意に減少した（Fig. 8）。 
また、アポトーシスを促進するカスパーゼ系の活性化の指標として、Cleaved 
Caspase-3 の免疫染色を行い、陽性細胞数を測定した。Cleaved Caspase-3 陽性
細胞は、TUNEL 陽性細胞の分布とほぼ一致し、TUNEL 染色の結果と同様に

































Fig. 6 Effects of chronic intake of LEM on the level of superoxide production in 
the mice brain tissue determined 24 hr after H/I by DHE staining.  (A) 
Representative data of DHE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and 
CA2, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, 
control H/I, H/I with chronic LEM ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The values of 
fluorescence intensity of each group are represented as means ± S.D. (n = 4-7) relative 
to those of their respective sham groups. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 compared with 
the respective sham group. †† P < 0.01 compared with the respective control group, 





































































































Fig. 7 Effects of chronic LEM ingestion on the number of cell deaths in the 
hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex area of the 
mice brain determined 24 hr after H/I by HE staining.  (A) Representative data 
of HE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the 
somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, control H/I, 
H/I with chronic LEM ingestion. Scale bars = 500 and 50 µm.  (B) The data are 
represented as means ± S.D. from 4 mice in each group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 
































































Fig. 8 Effects of chronic intake of LEM on the number of TUNEL positive cells 
in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex area 
in the mice brain determined 24 hr after H/I by TUNEL staining.  (A) 
Representative data of TUNEL staining in the hippocampus, CA1, CA2 of the 
hippocampus, and the somatosensory area of the cortex from the mice of sham 
operated, control H/I, H/I with chronic LEM ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The 
data are represented as means ± S.D. from 4 mice in each group. ＊＊ P < 0.01 













































































Fig. 9 Effects of chronic intake of LEM on the number of cleaved caspase-3 
positive cells in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of 
the cortex in the mice brain determined 24 hr after H/I by immunostaining of 
cleaved caspase-3.  (A) Representative data of cleaved caspase-3 immunostaining in 
the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the 
cortex from the mice of sham operated, control H/I, H/I with chronic LEM ingestion. 
Scale bar = 50 µm.  (B) The data are represented as means ± S.D. from 4 mice in 
each group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 compared with the respective control group, 

























































































そこで第 1 章、第 2 節では、肥満･2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害におけ
る MAK の脳保護作用について評価することを目的とした。 
実験の手順を Scheme 2 に示した。肥満・2 型糖尿病モデルマウスとして
KK-Ay/TaJcl 系雄性マウス（KK-Ay マウス）を用いた。H/I 障害モデルの作製は、









For about 3.5 months
(mycelia in exuberant state)
culture
Implantation of mycelia 
 
 19 
第 1 節の正常マウスによる H/I モデル作製と同様な手技で行った。ただし、
KK-Ay マウスの場合は、H/I 処置による障害が重篤化して死亡率が高くなるた
め、低酸素負荷ガラス容器内の温度を 36.0℃に維持し、負荷時間を 20 分とし
た。 











マウスの体重および摂取量に対する MAK の影響を測定した。MAK 1 g/kg 
body weight/day を 1 週間毎日経口投与した結果、MAK 群あるいは水を投与し













Control group: Distilled water





















③ Recover in room air
Low oxygen gas: 8% O2 / 92% N2




① Reduction of 








【Animal model】 【Time schedule】
・Rota-Rod test
Balance and motor coordination
 
Table 3 Influence of Mice Body Weight during MAK Intake 
Group 
Body weight (g) 
1 Day 4 Day 7 Day 
H/I 37.16 ± 1.28 37.78 ± 1.56 38.38 ± 1.46 
MAK+ H/I 37.00 ± 1.32 37.31 ± 1.34 37.57 ± 1.41 
Control-Sham 37.27 ± 1.66 37.52 ± 1.64 38.00 ± 1.65 
MAK-Sham 36.88 ± 1.02 37.46 ± 1.14 37.97 ± 1.25 
 
Table 4 Influence of Feed Intake during MAK Intake 
Group 
Feed intake (g) 
1 Day 4 Day 7 Day 
H/I 5.99 ± 0.80 6.37 ± 0.65 6.29 ± 0.57 
MAK+H/I 5.98 ± 0.68 6.05 ± 0.65 5.84 ± 0.63 
Control-Sham 5.93 ± 0.70 6.03 ± 0.52 6.40 ± 0.66 








た。MAK を投与した Sham 群では、低酸素負荷前は Control 群との間で差は認
められなかったが、低酸素負荷後は体内酸化ストレス度が有意に抑制された
（Fig. 10A）。H/I処置後では、水投与の Control 群では、H/I処置前（128.33 ± 23.94 
U.CARR）に比べ、H/I 処置 24 時間後（168.29 ± 27.46 U.CARR）の体内酸化ス
トレス度が有意に増大した。これに対して、MAK 群の H/I 処置前は Control
群との間で差はなかったが、H/I 処置 24 時間後（136.29 ± 36.31 U.CARR）では、
Control 群より有意に減少した（Fig. 10B）。 
 
Fig. 10 Effects of chronic intake of MAK on total plasma oxidative stress in the 
mice before H/I and 24 hr after H/I determined by d-ROMs test.  The data are 
represented as means ± S.D. from 8-21 mice in each group. ＊＊＊ P < 0.001 
compared with each before H/I, paired t-test. †† P < 0.01 compared with the control 















































置 24 時間後における Control の水投与群（8.53 ± 5.06）と比較し、MAK 投与












Fig. 11 Effects of chronic intake of MAK (1 g/kg, p.o.) with neurological score 
determined in the mice 24 hr after H/I. The neurological evaluations consisted of 
five tests (Table 12).  The score for each mouse was the sum of all five individual 
test scores. The maximum neurological score of a normal mouse with no deficit is 18. 
The data are represented as means ± S.D. from 8-21 mice in each group. ＊ P < 0.05, 
＊＊＊ P < 0.001 compared with sham group, †† P < 0.01 compared with the control 







































また、脳障害に対する MAK の保護効果について、Rota-Rod テストを用いた
H/I 処置前後の運動機能を測定した。その結果、Control と MAK のそれぞれ
Sham 群との間で、低酸素負荷前後の運動機能に変化は認められなかった（Fig. 
12A）。一方、H/I 処置後の Control 群および MAK 群ともに 24 時間後の運動機
能が低下したが、Control 群（72.35 ± 70.66）と比べ、MAK 投与群（190.77 ± 67.53）














Fig. 12 Effects of chronic intake of MAK assessed for balance and motor 
coordination assessed in the mice before H/I and 24 hr after H/I.  Sham group (A) 
and H/I group (B). The data are represented as means ± S.D. from 8-21 mice in each 
group. ＊＊＊ P < 0.001 compared with before H/I, paired t-test. † P < 0.05 compared 
















































次に、H/I 処置 24 時間後に摘出した脳を TTC 染色し、梗塞巣体積を測定し
た結果、Sham 群の脳には梗塞は確認されなかった。一方、水を投与した Control
群では、H/I 処置により右半球の皮質、線条体、および海馬など広範囲に梗塞
巣が形成された。これに対して、MAK を 1 週間投与した群における梗塞巣の
形成は皮質の一部分にのみ認められ、水投与群（30.90 ± 14.72%）と比較して、














Fig. 13 Effects of chronic intake of MAK on infarction volume in the mice 
brain determined in the mice 24 hr after H/I by TTC staining.  (A) 
Representative data of triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of 
sham operated, control H/I, H/I with chronic ingestion of MAK (1 g/kg, p.o.). Scale 
bar = 1 mm. (B) The data are represented as means (% of control) ± S.D. from 
16-20 mice in each group. ††† P < 0.001 compared with the control group, one-way 









































Control 群では H/I 処置によって海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野
に多数の DHE 陽性細胞が認められたが、MAK 群では陽性細胞数が有意に減
少した（Fig. 14）。 
また、低酸素脳虚血による海馬 CA1、CA2、大脳皮質におけるアポトーシス
に対する MAK の効果を免疫染色により評価した。まず、H/I 処置によって誘
発された脳細胞障害に対する MAK の保護作用を HE 染色によって検討した結
果、Control 群の海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野に濃縮染色され
た核を有する細胞が多数認められたのに対して、MAK 投与群では Control 群
と比較し、その細胞数が有意に減少した（Fig. 15）。 
続いて、H/I 処置によって誘発される脳細胞の細胞死に対する MAK の抑制





スパーゼ系活性化の指標として、 Cleaved Caspase-3 の免疫染色を行い、陽性
細胞数を測定した。その結果、Cleaved Caspase-3 陽性細胞は、TUNEL 陽性細
胞と類似の分布を示し、TUNEL 染色の結果と同様に、Control 群と比較して






























Fig. 14 Effects of chronic intake of MAK on the level of superoxide production 
in the mice brain tissue determined 24 hr after H/I by DHE staining.  (A) 
Representative data of DHE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and 
CA2, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, 
control H/I, H/I with chronic MAK (1 g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) 
The values of fluorescence intensity of each group are represented as means ± S.D. (n 
= 3-5) relative to those of their respective sham groups. ＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 
0.001 compared with control-sham group, † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the 





































































































Fig. 15 Effects of chronic intake of MAK on the number of cell deaths in the 
hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex area of the 
mice brain determined 24 hr after H/I by HE staining.  (A) Representative data 
of HE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the 
somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, control H/I, 
H/I with chronic MAK (1 g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The data are 
represented as means ± S.D. from 5 mice in each group. †† P < 0.01 compared with 





























































Fig. 16 Effects of chronic intake of MAK on the number of TUNEL positive 
cells in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the cortex 
area in the mice brain determined 24 hr after H/I by TUNEL staining. (A) 
Representative data of TUNEL staining in the hippocampus, CA1 and CA2 of the 
hippocampus, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham 
operated, control H/I, H/I with chronic MAK (1 g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 
µm. (B) The data are represented as means ± S.D. from 5 mice in each group. †† P < 
0.01 compared with the respective control group, one-way analysis of variance 









































































Fig. 17 Effects of chronic intake of MAK on the number of cleaved caspase-3 
positive cells in the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of 
the cortex in the mice brain determined 24 hr after H/I by immunostaining of 
cleaved caspase-3. (A) Representative data of cleaved caspase-3 immunostaining in 
the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area of the 
cortex area from the mice of sham operated, control H/I, H/I with chronic MAK (1 
g/kg, p.o.) ingestion. Scale bar = 50 µm.  (B) The data are represented as means ± 
S.D. from 5 mice in each group. † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the respective 
































































ある LEM と MAK の有効性について検討した。 
 






















抗酸化活性が LEM より強いことから、以降の研究は MAK に関して検討する













肥満は ER ストレス負荷状態をもたらし、2 型糖尿病を進行させることから 56)、





そこで本章では、肥満を伴う 2 型糖尿病の虚血性脳障害の悪化に ER ストレ
スが関与すると仮定し、その詳細なメカニズムについて解析するとともに









Fig. 18 ER stress augmentation of the ischemia brain injury associated with 
comorbid type 2 diabetes and accompanying obesity mice. MAK will be effected at 
























応答 (UPR)]。Fig. 19 に示すように、小胞体膜には PERK、ATF6、IRE1 の 3 つ
のセンサー蛋白質があり、小胞体内に蓄積した異常蛋白質を感知する。いずれ
も正常時では GRP78 などの小胞体膜内シャペロン蛋白質と結合して不活性状
態で存在するが、ER ストレス下では unfolding または異常 folding の蛋白質が

































Fig. 19 ER stress and the unfolded protein response (UPR) 
Stress to the ER stimulates the activation of the three endoplasmic reticulum (ER) 
stress receptors, PKR-like ER kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6) 
and inositol-requiring enzyme 1 (IRE1) that are involved in the unfolded protein 
response (UPR). In this study, we pay attention to the ATF6 pathway associated with 
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  まず、ATF6 のシグナル伝達経路と詳細な脳保護作用経路を推定する上で、
脳障害のメカニズムを明らかにするために有用な知見となるWangらの肝臓で
の ER ストレス経路 58)を Fig. 20 に示した。空腹時の肝臓では、転写因子 CREB
が CREB の転写補助因子 CRTC2 と相互作用することによって糖新生遺伝子の
発現が促進して血糖値が上昇する 59, 60)。一方、肥満状態では肝臓での糖新生
が増加するが、その理由としてインスリン抵抗性を亢進する ER ストレスの慢
性的な上昇によると報告されている 61)。しかし、急激な ER ストレス下では、


















Fig. 20 Role of ER stress in hepatic associated with transcription factor CREB and 
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Fig. 21 Blood glucose level assessed in KK-Ay before and after H/I. The data are 
represented as means ± S.D. from 22 mice in each group. ＊ P < 0.05, ＊＊P < 0.01 
compared with before hypoxia, paired t-test. †† P < 0.01, ††† P < 0.001 compared with 
the respective non-H/I group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
 
しかし、脳組織において、虚血性脳障害時の ATF6 と CRTC2 の相互作用、
およびこの相互作用に依存した脳障害に関する報告はない。 
そこで、H/I 処置による ER ストレスと脳障害との関連について検討するこ
Normal H/I treatment
9 weeks Before 
operation
Reduction of 





























































Fig. 22 Hypothesis (Ⅰ): Mechanism of the hypoxia-ischemia brain injury in 
obesity and type 2 diabetic mice and protective effect of MAK underlying this 
mechanism. 
 
脳において転写因子 CREB は、CRTC2 との相互作用によって、神経栄養因
子 Bdnf、抗アポトーシス因子 Bcl-2 などの保護因子を誘導する。H/I 処置によ
る急激な ER ストレスは、小胞体膜蛋白質であり ER ストレスセンサーの ATF6
が活性化して核内に移行し、CRTC2 と結合して小胞体品質管理遺伝子群のシ
ャペロン蛋白質の発現を促進する。同時に、CREB と CRTC2 の相互作用を低
下させ、CREB によって誘導される Bdnf や Bcl-2 などの保護因子の発現が減少
して脳障害が進行すると考えられる。特に、ミトコンドリアでは、抗アポトー


















































マウスの H/I 処置 24 時間後に採取した脳皮質のペナンブラ領域を用いて、ER
ストレスによって誘導されるシャペロン蛋白質 Hsp70 の発現量を Real Time 
RT-RCR 法により解析した。H/I 処置によって Control および MAK の両群にお
いて Sham 群と比べて、Hsp70 の発現が有意に増加した。さらに、ER ストレ
スのマーカーでアポトーシス促進因子 Chop の遺伝子発現は、 Sham 群と比べ
て H/I 処置 24 時間後において変化は認められなかったが、H/I 処置 6 時間後の
早期に一過性に発現が増加した。一方、MAK 群では Chop の発現が低下する











Fig. 23 Expression levels of ER stress-related factors in the brain of penumbral 
cortex after H/I determined by Real Time RT-PCR analysis. The data are 
normalized to β-actin and are expressed as means ± S.D. (n = 6-7) relative to the 
sham-control group. ＊＊＊ P < 0.001 compared with control-sham group, one-way 
analysis of variance followed by Tukey’s test. 
 
次に、大脳皮質の虚血周辺部のペナンブラ領域において、CREB によって誘
導される Bdnf および Bcl-2 の遺伝子発現量の変化を Real Time RT-PCR 法によ
り検討した。その結果、抗アポトーシス因子である Bcl-2 の発現量は、Sham
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かったことから、Bcl-2 と Bax の発現量の比は、Sham 群と比べて H/I 処置群で
Bcl-2/Bax 比が有意に減少し、アポトーシスが亢進していると考えられた。こ
れに対して、MAK 群では、Sham 群と同レベルに維持されていた（Fig. 24A, C, 
D）。また、Bdnf 遺伝子の発現量を検討した結果、H/I 処置 24 時間後、その発

















Fig. 24 Expression levels of the transcription factor CREB induced factors  
(A) Bcl-2 and (B) Bdnf and (C) Bax mRNA in the brain of penumbral cortex 
after H/I determined by Real Time RT-PCR analysis.  (D) Show the relation of 
Bax (an apoptosis promoter) to Bcl-2 (an apoptosis inhibitor) mRNA ratio. The data 
are normalized to β-actin and are expressed as means ± S.D. (n = 5-7) relative to the 
control-sham group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01 compared with control-H/I group, † P 
< 0.05, ††† P < 0.001 compared with the control-sham group, one-way analysis of 























































































































































































































































第 2 節：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害の悪化メカニズムの解析 
 
肥満・2 型糖尿病マウスの H/I モデルにおける脳障害の悪化には、ER スト
レスの関与が重要な役割を果たすと考え、そのメカニズムをさらに詳細に解析
するために仮説（Ⅱ）を示した（Fig. 25）。 
正常マウスでは、H/I 処置によって ER ストレスが誘導され、CRTC2 と CREB
の相互作用が減少し、BDNF や Bcl-2 の減少により脳障害が悪化する。一方、
CRTC2 は転写因子 ATF6 との相互作用により、HSP70 の発現が増加するため
脳障害が抑制されると考えられる。 
一方、肥満・2 型糖尿病では、平常時から慢性的な ER ストレス状態である
ことから、推測①：H/I 処置時に急激な ER ストレスが誘発する。その結果、
BDNF や Bcl-2 が正常マウスと比べて急激に低下し、脳障害がさらに悪化する。

































Fig. 25 Hypothesis (Ⅱ): The aggravating mechanism of the hypoxia/ischemia (H/I) 


































































H/I 処置 24 時間後に摘出した脳の梗塞巣体積は、C57BL/6J マウス（2.00 ± 















Fig. 26 Infarction volume in the C57BL/6J and KK-Ay mice brain determined 
in the mice 24 hr after H/I by TTC staining. (A) Representative data of 
triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of H/I treatment. Scale 
bar = 1 mm.  (B) The data are represented as means (% of control) ± S.D. from 4-20 
mice in each group. ††† P < 0.001 compared with the normal C57BL/6J group, 
one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. 
 
そこで、未処置の C57BL/6J マウスと KK-Ay マウスの平常時のパラメータを
測定した。その結果、C57BL/6J マウスと比べて、肥満・2 型糖尿病の KK-Ay
マウスの体重（約 1.65 倍）と血糖値（約 3.11 倍）は有意に増加していた。ま
た、体内酸化ストレスは、C57BL/6J マウス（57.80 ± 9.86）と比べて KK-Ay（128.33 
















































Fig. 27 At the normal time, measurement of physiological characteristic 
parameters in C57BL/6J and KK-Ay mice. (A) Body weight and (B) blood 
glucose were measured at 9 weeks old. (C) Level of total plasma oxidative stress 
determined by d-ROMs test. The data are represented as means ± S.D. from 6-20 mice 
in each group. ††† P < 0.001 compared with the normal C57B/6J mice, one-way 




常時から ER ストレス状態下にあると考えられる。そこで、平常時の ER スト
レス状態を評価するため、ER ストレスマーカーの Grp78 と Chop の遺伝子発
現量を Real Time RT-PCR 法により測定した。その結果、平常時の KK-Ay マウ
スでは、C57BL/6J マウスと比べ Grp78（約 1.46 倍）と Chop（約 1.4 倍）の遺
伝子発現が有意に増加していた（Fig. 28A, B）。また、ER ストレスによって転
写因子 CHOP の発現が誘導されることから、CHOP の活性化状態を評価するた
めに、脳の核抽出液中の CHOP 量を解析した。その結果、正常マウスと比べ


























































































Fig. 28 At the normal time, expression levels of ER stress related factors (A) 
Grp78, (B) Chop mRNA and (C) CHOP protein in the brain of cortex time 
determined in C57BL/6J and KK-Ay mice by Real Time RT-PCR and Western 
blot analysis. Regarding the mRNA analysis, the data are normalized to β-actin and 
are expressed as means ± S.D. (n = 6) relative to the normal C57BL/6J mice non-H/I 
group. † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the normal C57BL/6J mice non-H/I 
group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test. Representative Western 
blot of CHOP in cytoplasm and nucleus extracts from the C57BL/6J and KK-Ay mice 
cortex. 
 
さらに、障害が悪化する原因として、推測①の H/I 処置による急激な ER ス
トレスであることを示すために、ER ストレスによって発現が低下する保護因
子 Bcl-2 と Bdnf について検討した。その結果、H/I 処置によって C57BL/6J マ
ウスでは、Bcl-2 と Bdnf の両因子の発現が低下する傾向を示し、KK-Ay マウス




























































































































Fig. 29 Expression levels of the transcription factor CREB induced factors (A) 
Bcl-2 and (B) Bdnf mRNA in the brain of penumbral cortex after H/I determined 
by Real Time RT-PCR analysis. The data are normalized to β-actin and are 
expressed as means ± S.D. (n = 6) relative to the normal C57BL/6J mice non-H/I 
group. ＊＊ P < 0.01 compared with KK-Ay mice non-H/I group, one-way analysis of 
variance followed by Tukey’s test. 
 
さらに、推測②にもとづいて ATF6 の減少による HSP70 の発現低下を確認
するため、H/I 処置 24 時間後の Hsp70 の発現量を比較した。その結果、H/I 処
置後の C57BL/6J マウスでは、Hsp70 発現が 30 倍程度増加した。一方、KK-Ay
マウスでは H/I 処置による Hsp70 の発現が 2 倍程度の増加に過ぎず、C57BL/6J
マウスに比べ約 10 分の 1 程度と著しく低いことから、これが脳障害悪化の原
因と考えられた。また、注目すべきは、平常時（non-H/I）の Hsp70 発現量は、






















































































































































Fig. 30 (A) Expression levels of ER quality control genes Hsp70 mRNA in the brain 
of penumbral cortex after H/I determined by Real Time RT-PCR analysis. The data 
are normalized to β-actin and are expressed as means ± S.D. (n = 6-7) relative to the 
KK-Ay mice non-H/I group. ＊ P < 0.05, ＊＊＊ P < 0.001 compared with their 
respective normal mice groups, †† P < 0.01, ††† P < 0.001 compared with their 
respective non-H/I groups, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test.  
(B) ATF6 protein in the brain cortex at the normal time and nuclear translocation after 
the H/I in C57BL/6J and KK-Ay mice. Representative Western blot of inactive AFT6 

























































































第 2 節：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害の悪化メカニズムの解析 




② 仮説（Ⅱ）：脳障害の悪化における慢性的な ER ストレスの関与  
 ・肥満・2 型糖尿病マウスの体内酸化ストレスは正常マウスに比べて約
2.3 倍高く、平常時から慢性酸化ストレスや ER ストレスが亢進してい
る可能性が示唆された。 
 




























活性を指標とした MAK 中の有効成分を探索・同定することを目的とした。  
 
第 1 節：活性成分の探索および同定 
 
 実験概要を Scheme 3 に示した。MAK の抗酸化作用がどの成分によるもので
























(A, B, C, D, E, F)
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100 K > E > 50 K
50 K > D > 30 K
30 K > C > 10 K









F > 100 K









(3,900 × g )
(3,900 × g )
(3,900 × g )
(3,900 × g )




まず、分子量 3 kDa 以下の低分子画分 A から分子量 100 kDa 以上の高分子画
分 F までを調製し、各画分の含有量を測定した。その結果、低分子画分の含有
率が 74.68％と最も高かった（Table 5）。 





また、各画分の抗酸化能を DPPH フリーラジカル消去能と O2-消去能を用い
て測定し、DPPH フリーラジカル消去能を EC50 で、O2-消去能を IC50 で示した。
その結果、DPPH と O2-消去能ともに低分子画分 A と高分子画分Ｆで抗酸化能
が高かった。さらに、MAK 中の各画分の抗酸化寄与率も低分子 A と高分子画





















































































Contribution ratio (%)Concentration (mg/mL)









を行った。Fig. 32 にその流れを示した。50 mL チューブ 5 本に 3 K のサンプル
各 40 mg を水に溶解した後、各チューブに水より極性が低い有機溶媒を加え、
水層と有機溶媒層を得た。それぞれの極性によって分画した水層と有機溶媒層
を同濃度に調製してラジカル消去能を測定し、その結果を Fig. 33 の (A) と
(B) に示した。また、分画前の 3 K の抗酸化能を 100%として換算し直し、2

















Fig. 32 Preliminary examination 
 
shake
① Et2O / H2Oは上層・下層をそれぞれ新たなチューブに移す。
上層（Et2O）は溶媒留去して、MeOHなどに置換してassay。
下層（H2O）はそのままか、適当な濃度に調製し直してassay。
② EtOAc / H2Oは上層・下層をそれぞれ新たなチューブに移す。
上層（EtOAc）は溶媒留去して、MeOHなどに置換してassay。
下層（H2O）はそのままか、適当な濃度に調製し直してassay。
③ n-BuOH / H2Oは上層・下層をそれぞれ新たなチューブに移す。
上層（n-BuOH）は溶媒留去して、MeOHなどに置換してassay。
下層（H2O）はそのままか、適当な濃度に調製し直してassay。
④ EtOAc / 0.1N HClは上層・下層をそれぞれ新たなチューブに移す。
上層（EtOAc）は芒硝（無水Na2SO4）で乾燥後、溶媒留去して、
MeOHなどに置換してassay。下層は中和してassay。





























































































































































































































































































































































の部に示し、全体の流れを Fig. 34 に示した。まず、加圧濾過装置によって 3 K
を大量に分画し、実験に用いた。DIAION HP-20 カラムによって分画し、抗酸
化寄与率が 63％である 100％ MeOH 溶出物を用いてさらに分画した後、逆層
カラム ODS の MPLC を用いて分画し、得られた画分中の抗酸化寄与率が高い
画分 B と C に絞って探索を行った。 
 まず、画分 B を逆層カラムと順層カラムの MPLC で分画し、Compound 1、
Compound 2 の 2 つの成分を混合物として得た。また、強い抗酸化寄与率が認
められたものの、今回単一成分の同定には至らなかった Fr. B-5-4 と B-5-5 につ
いては、今後の検討課題とした。また、画分 B の次に寄与率が高かった画分 C
を逆層カラムで分画し、抗酸化寄与率の高い画分 2 から Compound 3 と
















































Fig. 34 Fractionation procedure of MAK 
(100% acetone)(100% MeOH)
→ 9:1 (2 min×3)
→ 8:2 (2 min×3)
→ 7:3 (2 min×3)
→ 6:4 (2 min×3)
→ 100% MeOH (2 min×6)
MAK (6.12 g)












(55.20) (16.99) (26.75) (1.06)
(20.66) (16.14) (63.21) ( 0 )
100% MeOH extract (1.218 g)
MPLC 1* (ODS)
H2O：MeOH
→ 9:1 (7 min×1)
→ 7:3 (7 min×3)
→ 6:4 (7 min×3)






















→ 8:2 (7 min×3)
→ 7.5:2.5 (7min×3)
→ 7:3 (7 min×3)
→ 0:100 (7 min×2)
Fr.B-4-9
(2.50)






























( 25.0 ) (28.23) (17.74) (10.48) ( 6.45 ) (11.29) ( 0.81 )
(15.42) (28.47) (21.10) (12.91) ( 9.63 ) (12.46) ( 0 )
(2.50 >) (12.50) (32.50) (15.00) ( 2.50 ) (2.50 >)




























Antioxidant contribution ratio (%) ：
Content percentage (%)：
Content (g)：
Antioxidant contribution ratio (%)：
Content percentage (%)：
Content (g)：
Antioxidant contribution ratio (%)：
Content percentage (%)：
Content (g)：
Compartmentation by molecular weight
Aqueous Water →MeOH→Acetone
MPLC 3* (Silica gel)
CHCl3 ： (MeOH⑨ : H2O ①)
→ 9:1(2 min×3)
→ 8:2 (2 min×3)
→ 7:3 (2 min×3)
→ 6:4 (2 min×3)





























(4.93) (5.03) ( 7.60 ) (3.13) ( 8.42 ) (4.00) (19.25) (3.70) (15.81) (18.38) ( 9.75 )
→ 9:1 (4 min×3)
→ 8:2 (4 min×3)
→ 7:3 (4 min×3)
→ 6:4 (4 min×3)
→ 40%～100% MeOH (24 min)
→ 100% MeOH (15 min)






単離した化合物は MS-EI、MS-FAB、 1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、
DEPT（13C）、HMQC、HSQC、HMBC 各種スペクトルを組み合わせて分析し、
文献値およびデータベース 62)のデータと比較することにより同定した。 
同定した 4 成分について成分名、分子量、分子式、構造式を Table 6 に示し
た。分画のフローチャートと各画分の含量（ｇ）、含有率（％）、抗酸化寄与率
























Table 6 Compound Information 

























































































































































LC/MS によって測定した結果を Table 7 に示した。その結果、シリンガ酸とバ
ニリン酸は、培地のみからの抽出物と比べMAKと子実体共に含有量が増加（シ
リンガ酸は約 2.4 倍～3 倍、バニリン酸は約 5 倍）しており、子実体と比べ




Table 7 Content of Syringic Acid and Vanillic Acid 
0.28 0.0050.048Ganoderma Lucidum mycelia
10.0170.171Culture medium(for 3.5 months without mycelia)
1 0.0210.212Culture medium (for 3.5 months without mycelia)
0.25 0.0050.052Ganoderma Lucidum mycelia
5.08 0.0870.868MAK(grown for 3.5 months with Ganoderma Lucidum mycelia)
2.41 0.0510.511MAK(grown for 3.5 months with Ganoderma Lucidum mycelia)
4.960.0850.848Ganoderma Lucidum fruit body
Times
(Culture medium extract content 
for a basis of comparison )
Content rate (%)Content (mg) /
1 g extractExtract
Vanillic Acid
3.04 0.0640.644Ganoderma Lucidum fruit body
Times
(Culture medium extract content 
for a basis of comparison )













また、エダラボンの作用を 1 とした場合、シリンガ酸の抗酸化能はビタミン E
より約 6 倍強く、ビタミン C より若干弱いものの、脳梗塞急性期の治療薬と
して使用されているエダラボンに匹敵していることが明らかとなった。 
 
Table 8 Recovery Rate of Syringic Acid and Vanillic Acid 
6.36～7.1818.749 ± 1.12821.60 ± 1.300.868MAK (culture medium of Ganoderma Lucidum mycelia)
12.77016.200.171Culture medium(grow for 3.5 months without mycelia)
Times
(Culture medium extract content
for a basis of comparison ) 
Content (mg) /




1 g extract  Extract
3.02～3.4111.038 ± 0.66421.60 ± 1.300.511MAK (culture medium of Ganoderma Lucidum mycelia)
13.43416.200.212Culture medium(grow for 3.5 months without mycelia)
Times
(Culture medium extract content
for a basis of comparison ) 
Content (mg) / 










(Edaravone for a 
basis of comparison) (mM)(mg/mL)Mw (g/L) Sample







Table 9 Scavenging Effect of the Free Radical 
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第 3 節 本章の小括および考察 
 
第 1 節：活性成分の探索および同定 
分子サイズによる分画から、MAK 中には抗酸化活性成分が複数含まれ
ていることが明らかになった。特に、3 kDa 以下の低分子と 100 kDa 以上
の高分子画分の抗酸化寄与率が高いことが認められた。そこで、約 75%
（w/w）が 3 kDa 以下であることから、低分子画分から活性成分を探索す
ることにした。 
 
第 2 節：同定された成分の活性評価 
















用の報告がこれまでに数多くなされている 26, 63)。 











第 1 節：神経細胞保護作用の評価（in vitro） 
 
 神経細胞に対する保護作用を in vitro で検討する方法として、ラット副腎髄
質褐色細胞種由来 PC12 細胞を用いた手法がよく用いられている。PC12 細胞
は、神経成長因子（NGF）の添加によって球形の細胞が偏平になり神経軸索様
の突起を形成し、交感神経様細胞へと分化する 65)。また、酸化ストレス擬似
モデルとして、ROS の一種である H2O2 を用いた方法は、神経細胞保護作用を
検討する研究において多く用いられている 66, 67)。 
そこで第 1 節では、PC12 細胞を用いて、H2O2 処置による酸化ストレスに対
するシリンガ酸の神経細胞保護作用について検討することにした。 
実験の手法を Scheme 4 に示した。未分化の PC12 細胞を poly-D-lysine コー
トしたディッシュに播種し、4 日間培養後、神経成長因子によって 3 日間神経
突起を伸張して交感神経細胞様に分化させた後、アッセイに用いた。シリンガ
 60 












 まず、保護作用を検討する前に、シリンガ酸の細胞毒性を MTT アッセイに
より評価した。シリンガ酸（濃度 0.001 mM～3 mM）の存在下で 2 日間培養し
た結果、0.001 mM～1 mM までは細胞に対する毒性は認められなかった。しか
し、3 mM 添加によって生存率が有意に減少した。このことから、PC12 細胞









Fig. 36 PC12 cells viability under concentrations from 0.001 to 3 mM of 
syringic acid. Each independent experiment was carried out in 8 wells. All data were 
mean ± S.D. relative to those of their non-treatment group. There is no statistical 
difference among them just without 3 mM. ＊  P < 0.05 compared with the 









































on poly-D-lysine coated plate NGF-induced neurite formation 
Pretreatment with (0.001～3 mM) Syringic acid
Treatment with 250 µM H2O2 
PC12 cell 
1 hr 6 hr3 days4 days
Assay
・Survival assay (MTT) 
・Intracellular ROS assay (DCFH-DA)  
 
Scheme 4 Experimental Protocol 
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続いて、酸化ストレス処理による細胞死に対するシリンガ酸の効果を MTT 
アッセイにより評価した。その結果、シリンガ酸無添加（0 mM）では、250 µM 
H2O2 処理 6 時間により細胞生存率（62.24 ± 10.44%）が有意に低下した。これ
に対して、H2O2 処理 1 時間前にシリンガ酸を添加した群では、濃度依存的に
生存率が増加傾向を示し、0.1 mM（90.44 ± 13.62%）、1 mM（102.54 ± 13.93%）、













Fig. 37 Protective effect of syringic acid on the PC12 cells injury induced by 
H2O2. 0.001～3 mM syringic acid was preincubated for 1 hr followed by 250 µM 
H2O2 treatment for 6 hr. Cell viability was measured by MTT assay. The data are 
represented as means ± S.D. (n = 8) relative to those of their non-treatment group. ＊＊ 
P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 compared with the non-treatment group, † P < 0.05, ††† P < 
0.001 compared with the only H2O2 treatment group, one-way analysis of variance 








































































Fig. 38 Effect of syringic acid on the level of ROS production in the PC12 cells 
subcellular induced by H2O2. 0.001～3 mM syringic acid was preincubated for 1 hr 
followed by 250 µM H2O2 treatment for 6 hr. The ROS content of the PC12 cells 
subcellular was measured after H2O2 treatment by DCFH-DA assay. The values of 
fluorescence Intensity of each group are represented as means ± S.D. (n = 8) relative 
to those of their non-treatment group. ＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 compared with 
the non-treatment group, ††† P < 0.001 compared with the only H2O2 treatment group, 
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第 2 節：脳保護作用の評価（in vivo） 
 
PC12 細胞における酸化ストレスに対して、シリンガ酸に保護効果が認めら
れたことから、第 2 節では肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する
シリンガ酸の脳保護作用を検討することにした。 
 実験の手法を Scheme 5 に示した。KK-Ay マウス（8 w, ♂）にシリンガ酸（50 
mg/kg body weight/day）を 7 日間経口投与した後、H/I 処置を行った。Control
群には同容量の蒸留水を投与した。24 時間後に神経症状と運動機能障害を評
価して、摘出した脳の梗塞巣体積、脳組織中のフリーラジカル産生量を測定し





















Table 10 Influence of Mice Body Weight during Syringic Acid Intake 
Group 
Body weight (g) 
1 Day 4 Day 7 Day 
Sham 37.27 ± 1.66 37.52 ± 1.64 38.00 ± 1.65 
H/I 37.16 ± 1.28 37.78 ± 1.56 38.38 ± 1.46 
Syringic acid (50 mg/kg/day) + H/I 36.75 ± 1.73 37.49 ± 1.77 37.84 ± 2.02 
 
【Time schedule】
Control group： Distilled water


















Balance and motor coordination
H/I treatment
 






H/I 処置による脳障害に対するシリンガ酸の保護効果を、H/I 処置 24 時間後
に Table 12（実験の部参照 p. 84）に示した六つの項目について神経症状を評価
した。その結果、Sham 群では、神経症状の悪化は観察されなかった。これに
対して、H/I 処置によって症状の悪化が認められたが、Control の水投与群（8.28 
± 5.09）と比較し、シリンガ酸投与群（14.17 ± 2.86）では H/I 処置による神経
症状の悪化が顕著に抑制された。因みに、MAK 1 g 中にシリンガ酸は 0.511 mg、
バニリン酸は 0.868 mg 含まれており、MAK の 1 g/kg 体重投与とシリンガ酸
50 mg/kg 体重投与で、投与条件が異なることから両群の間で正確な比較はでき










Fig. 39 Effects of chronic intake of syringic acid (50 mg/kg, p.o.) with 
neurological score determined in the mice 24 hr after H/I. The neurological 
evaluations consisted of the five tests (Table 12). The score to each mouse was the 
sum of all five individual test scores. The maximum neurological score of a normal 
mouse with no deficit is 18. The data are represented as means ± S.D. from 6-21 mice 
in each group. ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01, ＊＊＊ P < 0.001 compared with the sham 
group, † P < 0.05, †† P < 0.01 compared with the H/I treatment control group, 







































Table 11 Influence of Feed Intake during Syringic Acid Intake 
Group 
Feed intake (g) 
1 Day 4 Day 7 Day 
Sham 5.99 ± 0.80 6.37 ± 0.65 6.29 ± 0.57 
H/I 5.93 ± 0.70 6.03 ± 0.52 6.40 ± 0.66 
Syringic acid (50 mg/kg/day) + H/I 5.79 ± 0.79 5.73 ± 2.37 6.27 ± 1.31 
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 同時に、H/I 処置前後の運動機能を Rota-Rod テストにより評価した。その
結果、Sham 群では H/I 処置前後の運動機能に変化は認められなかった。また、
すべての群で H/I 処置前の運動機能に異常は見られなかった。一方、Control
群（72.49 ± 73.14）では、H/I 処置により運動機能が有意に減少したのに対し、













Fig. 40 Effects of chronic intake of syringic acid (50 mg/kg, p.o.) assessed for 
balance and motor coordination assessed in the mice before H/I and 24 hr after 
H/I. The data are represented as means ± S.D. from 6-21 mice in each group. ＊ P < 
0.05, ＊＊＊ P < 0.001 compared with each before H/I, paired t-test. † P < 0.05 

























































染色による H/I 処置 24 時間後の梗塞巣体積を測定した結果、Control 群（20.44 
















Fig. 41 Effects of chronic intake of syringic acid on infarction volume in the 
mice brain determined in the mice 24 hr after H/I by TTC staining.  (A) 
Representative data of triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining from the mice of 
control H/I, H/I with chronic ingestion of syringic acid (50 mg/kg p.o.). Scale bar = 1 
mm.  (B) The data are represented as means ± S.D. from 16-20 mice in each group.  
† P < 0.05, ††† P < 0.001 compared with the control group, one-way analysis of 
















































 H/I によって誘発された脳実質における O2-産生に対するシリンガ酸の影響
を組織化学的に検討するために、マウス脳冠状切片の DHE 染色した結果、
Control 群では H/I 処置によって海馬 CA1、CA2 野および大脳皮質体性感覚野
























Fig. 42 Effects of chronic intake of syringic acid on the level of superoxide 
production in the mice brain tissue determined 24 hr after H/I by DHE staining.   
Representative data of DHE staining in the hippocampus, the hippocampal CA1 and 
CA2, and the somatosensory area of the cortex area from the mice of sham operated, 
















第 1 節：神経細胞保護作用の評価（in vitro） 








第 2 節：脳保護作用の評価（in vivo） 
KK-Ay マウスにシリンガ酸（50 mg/kg body weight/day）を 1 週間経口投
与後、H/I 処置を行った。その結果、Control 群（水投与）に比べ、神経
症状および運動機能障害が改善し、脳梗塞巣の形成を有意に抑制した。
以上の結果から、シリンガ酸は、KK-Ay マウスの H/I モデルに対して脳
保護効果を示すことが明らかになった。 
 








































などの欠点がある。これに対して、LEM や MAK は、人工的に管理された菌
糸体のみの無菌的な培養により、安定した品質が維持されている。これまでに、
in vitro における抗酸化作用評価実験から、子実体と同等の O2-消去能、ラジカ
ル捕捉能および過酸化脂質産成抑制能を有することが明らかになっている。 













脳保護効果を評価した。また、MAK の抗酸化活性が LEM より強いことから、
第 2 章以降は MAK に注目することとし、まず第 2 章において、肥満・2 型糖
尿病における H/I 障害のメカニズムについて調査することにした。 
 
第 2 章では、肥満・2 型糖尿病マウスの H/I 障害に対する MAK の保護作用
様式とともに、H/I 障害メカニズムについて解析した。その結果、H/I 障害メ
カニズムに ER ストレスが深く関与していることが明らかとなった。また、
























的な肥満・糖尿病モデルマウス（db/db マウス）では、急激な ER ストレスの
際に小胞体から核内に移行する活性化した転写因子 ATF6（ER ストレスセン
サー蛋白質）も細胞核内で CRTC2 と相互作用することを明らかにした。つま
り、ATF6 と CREB がそれぞれ CRTC2 との相互作用に関わり、両転写因子は
CRTC2 を介して競合することになる。そのため、ER ストレスによる ATF6 の
















CHOP は ER ストレス下で誘導される転写因子として知られているが、本研







処置により有意に減少したことから、H/I 処置によって ATF6 が活性化され、









今回得られた結果から、Control 群では CREB によって誘導される Bcl-2、Bdnf
量が H/I 処置によって顕著に減少したが、MAK 群では、その減少が有意に抑
制されていた。今後、H/I 処置後の細胞核内における CRTC2 と ATF6 あるいは
CREB との相互作用がどの程度関与しているかについて詳細に検討する必要
がある。 
肥満・2 型糖尿病マウスの H/I 障害における脳障害の悪化には、急激な ER
ストレスが重要な役割を果たすことが明らかになり、そのメカニズムをさらに
詳細に解明するために仮説（Ⅱ）を設定して検討した（Fig. 25）。その結果、











改善した後に蛋白質の構造を元に戻す役割を担うと考えられる 58, 59)。1985 年、
Nowak らが脳虚血下で HSP70 の発現が亢進していることを報告して以来、数
多くの報告がなされ、HSP70 が神経細胞を虚血の影響から保護していると考え
られている 58）。今回の結果は、正常血糖マウスでは H/I 障害により Hsp70 の
遺伝子発現が増加したことから、脳保護に作用しているものと考えている。 
これに対して、肥満・2 型糖尿病態は、平常時から慢性的な ER ストレス状










本章の結果から、肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害には、仮説（Ⅰ）



















分が MAK の強い抗酸化活性を示していると考えられた。さらに、MAK から
4 成分を同定したが、このうち抗酸化活性を指標とした評価では、シリンガ酸

























































し、さらに KK-Ay マウスの H/I 障害に対して脳保護効果を示すことが明らかに
なった。 
シリンガ酸は、これまでに強い抗酸化作用、抗増殖性作用 88, 89)、抗内毒素










おける hypoxia/reoxygenation 処置による細胞死を抑制することを報告した 63)。
そこで、本研究では PC12 神経培養細胞を用いて、ROS の一種である過酸化水
素を用いた方法で神経細胞に酸化ストレス負荷してシリンガ酸の効果を検討
した。 









することも報告している 26)。本研究の in vivo 評価では、KK-Ay マウスに対す
るシリンガ酸（50 mg/kg）の 1 週間経口投与は、H/I 処置後の虚血ペナンブラ
領域の海馬 CA1、CA2 野、大脳皮質体性感覚野において O2-産生を抑制した。
さらに、神経症状や運動機能障害を改善し、脳梗塞巣の形成を有意に抑制した。












































2．肥満・2 型糖尿病マウスの H/I 処置による脳障害メカニズムには ER ストレ
スが関与し、MAK の脳保護作用メカニズムには酸化ストレスとともに ER
ストレスの低下が関与することが明らかになった。また、肥満・2 型糖尿
















































NecrosisOxygen and ATP depletion
Apoptosis
Antioxidant
(LEM, MAK)Have a protective and improvement effect
Chronic intake effect of decrease 





ER stress may be a key 









Have neuroprotective effects both 
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（粉末）をそれぞれ LEM および MAK として実験に用いた。椎茸菌糸体培
養培地抽出物を LEM として第 1 節で、第 2 節では霊芝菌糸体培養培地抽出
物を MAK として使用した。 
 
2. 実験動物  
第 1 節：C57BL/6J Kwl 系雄性マウス（7 週齢，東京実験動物）を温度 23 ± 2℃，
湿度 55 ± 10%，照度サイクル 12 時間（明期 7:00～19:00）の環境下、固形
飼料（CE-2;日本クレア株式会社）および水を自由に摂取させ飼育した。1
週間予備飼育後、無作為に 3 群に分け、対照群には粉末飼料（CE-2）を、
他の 2 群には 0.5%または 1%（w/w）で LEM を混合した粉末飼料を 14 日
間自由に摂取させた（Scheme 1）。 
 
第 2 節：KK-Ay/TaJcl 系雄性マウス（7 週齢、日本クレア）を温度 23 ± 2℃、
湿度 55 ± 10%、照度サイクル 12 時間（明期 7:00～19:00）の環境下、固形
飼料（CE-2）および水を自由に摂取させ飼育した。1 週間予備飼育後、無
作為に Control-Sham 群、Control 群、MAK-Sham 群、MAK 群の 4 つにそ
れぞれ群分けした。MAK（1 g/kg body weight/day）の経口投与は、胃ゾン
デを用いて 7 日間行った。Control 群には同量の蒸留水を投与し、実験に
 83 






3. 低酸素脳虚血（H/I）障害モデルの作製 15, 97) 





酸素ガス（8% O2 / 92% N2）を 30 分間負荷した。この間、水浴と赤外線ラ
ンプによってガラス容器内を 35.5℃に保温した。その後、マウスを通常大
気中のケージに戻して擬似的な再灌流状態を誘発し、餌および水が自由に




第 2 節：肥満・2 型糖尿病マウスである KK-Ay/TaJcl 系雄性マウス（KK-Ay






4. 生体内の酸化ストレス度の測定 98) 
H/I 処置前後の生体内酸化ストレス度を、d-ROMs テスト（Diacron 
International, Grosseto, Italy）を用いて測定した。総頸動脈の結紮前および低
 84 
酸素負荷 24 時間後に、マウスの尾静脈から採取した 10 µL の血漿サンプル
をキット付属の酢酸緩衝液に加えて混和し、10 µL 呈色クロモゲン（N,N ジ
エチルパラフェニレンジアミン）を加え、活性酸素・フリーラジカル自動分
析装置（F.R.E.E.：Free Radical Elective Evaluator，Diacron International）にて
血中ヒドロペルオキシド濃度を指標として測定した。ストレス度数の単位は
1 CARR U とし、0.08 mg/dL の過酸化水素に相当する。 
 














6. 運動機能障害の測定 100, 101) 
Single Lane Rota-Rod テスト装置 MK-630B（室町機械株式会社）を用いて、
H/I 処置直前（手術前）と H/I 処置 24 時間後（解剖前）のマウスの運動機能
を評価した。直径 4 cm の回転軸上にマウスを乗せ、4-40 rpm で回転させて
マウスを強制歩行させ、落下までの時間を測定した。H/I 処置 5 および 2 日




compared to unaffected sideWeak responseNo response
No responseResponse to vibrissae touch
Walks on the beamStands on the beamHugs the beamFalls off the beamBeam walking
Straight pathCurvilinear pathWalks only in circlesNo walkingFloor walking
Complete symmetryMild asymmetryNear-total asymmetryTotal asymmetrySymmetry of movement, rightforelimb and hind limb




Touches 3-4 sides of the cage
Symmetrical response as
compared to unaffected side 
Side stroking
 
Table 12 Neurological Scoring System 
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7. 梗塞巣体積の測定 15, 97, 102) 
H/I 処置 24 時間後にハロタン麻酔下でマウスの脳を摘出し、ブレインマト
リックスを用いて 1 mm 厚の脳切片を作製した。梗塞巣体積を評価するため
2%塩化トリフェニルテトラゾリウム[2% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 






半球体積－(右半球体積－梗塞体積)〕/ 左半球体積 × 100 
 
8. 組織染色  
摘出したマウス脳を 4% CMC（Carboxymethyl cellulose sodium salt in DW, 
Leica）凍結包埋剤を使用し、試料凍結装置（UT-2000, FINETEC）を用いて、
凍結ブロックを作製した。クライオスタット（CM3050S, Leica, Bensheim, 











Fig. 44 Staining region of mouse brain 
Show interaural 5.70 mm, Bregma-1.58 mm in mouse brain section. Cell death 
in the hippocampus, the hippocampal CA1 and CA2, and the somatosensory area 
of the cortex area of the mice brain determined 24 hr after H/I by using the HE 




Hippocampal CA1 region 
Hippocampal CA2 region 
 Cortex 
 














8.2. HE 染色 104) 
H/I によって誘発された神経細胞のアポトーシスを組織化学的に検討す
るために、8 µm 厚の冠状切片を作製した。切片をスライドグラス上にマ
ウントした後、メタノールで約 2 分間固定し、10 mM の PBS（7.75 mM 
Na2HPO4, 1.90 mM NaH2PO4・H2O, 145 mM NaCl）に浸した。ヘマトキシ
リン溶液（Hematoxylin, サクラファインテックジャパン）に 1 分間浸して
細胞核を染色した後、エオジン溶液（Eosin, サクラファインテックジャパ
ン）に 10 秒間浸し、細胞質を染色した。ゼラチンで封入後、光学顕微鏡
（BX51W1, OLYMPUS）、CCD カメラ（DP-50, OLYMPUS）、画像解析ソフ
ト（Lumina Vision, 三谷）を使用して解析した。海馬 CA1、CA2 野および
大脳皮質体性感覚野の一定領域の濃縮染色された核を有する細胞数を計
測した。それぞれの領域の HE-positive cells は、HE-positive cells（％）= 
HE-positive 細胞数 / 全細胞数 × 100 で表した。 
 
8.3. TUNEL 染色 15) 
H/I によって誘発された神経細胞のアポトーシスに対する抑制効果を組
織化学的に検討するために、マウスの脳冠状切片（8 µm）を作製し、100％





TUNEL-positive cells（%）= TUNE陽性細胞数 / 全細胞数 × 100で表した。 
 
8.4. Cleaved caspase-3 の免疫蛍光染色 15, 105) 
アポトーシスを促進するカスパーゼ系活性化の指標として、Cleaved 
caspase-3 の免疫染色を行った。マウスの脳冠状切片（8 µm 厚）を作製し、
ブロッキング剤（1:4；ブロックエース™，大日本住友製薬）で 2 時間処
理し、1 次抗体（1:100；Cleaved caspase-3 Rabbit mAb, Cell Signalling 
Technology，Danvers，MA，USA）を 4℃で一昼夜作用させた後、2 次抗




性細胞数を計測した。Cleaved caspase-3-positive cells（%）= Cleaved caspase-3
陽性細胞数 / 全細胞数 × 100 で表した。 
 
9. 統計処理 
データは、平均値  ± 標準偏差として表示し、統計学的有意差は、
Tukey-Kramer 法の多重比較により解析した。同一個体における H/I 処置前後
の比較には、paired t-test を用いた。神経症状スコアに関しては、Kruskal-Wallis 




第 2 章：肥満・2 型糖尿病モデルマウスの H/I 障害に対する MAK
の脳保護作用メカニズムの解析 
 
1. Total RNA 抽出および Real Time RT-PCR による遺伝子発現量の測定 106) 
摘出した脳皮質ペナンブラ領域の組織片は、RNA later（Qiagen）に 1 昼夜 
4℃にて浸潤し、-80℃で保存した。Total RNA 抽出は、RNeasy micro Kit
（Qiagen）を用いた。逆転写反応は、Prime Script™ RT reagent Kit（Takara Bio）
により、500 ng の Total RNA を鋳型として 5 × Prime Script™ buffer（2 µL）、
Prime Script™ RT Enzyme Mix（0.5 µL）、Oligo dT Primer（0.5 µL）、 Random 
6 mers（0.5 µL）存在下で Mastercycler（eppendorf ; 37℃で 15 分間, 85℃で 5
秒間, 4℃維持）で反応させ cDNA を合成し、使用時まで-80℃で保存した。 
mRNA の定量には、SYBR premix Ex Taq（Takara Bio）を用いた。5 µL の
10 ng cDNA、0.8 µL の 10 pmol Target gene specific primers（Takara Bio）、10 µL
のSYBR premix Ex Taq、4.2 µLのdH2Oを加え、iCycler thermal cycler（Bio-Rad）
により Real Time RT-PCR を行った。反応条件は、95℃で 10 秒間処理した後、
95℃で 5 秒、アニーリング温度は 60℃で 34 秒として 40 サイクル行い蛍光
量を検出した（Hsp70 のみアニーリング温度が 66.2℃で行った）。H/I 処置後
に、虚血周辺部のペナンブラ領域におけるアポトーシス関連因子の発現量に





























2. 細胞質および細胞核画分の調製 107, 108) 
マウス脳の皮質ペナンブラ領域を 10（w/v）になるように homogenization 
buffer [20 mM HEPES (pH 7.9), 1 mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 
1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 4 
µg/mL pepstatin A, and 4 µg/mL leupeptin] を加え、ホモジナイザーで粉砕した。
4℃で 40 分間 105,000 × g で遠心した上清を細胞質画分とした。また、沈殿
画分は、extraction buffer [20 mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM MgCl2, 300 mM 
NaCl, 0.2 mM EDTA, 20% glycerol, 1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 0.5 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 4 µg/mL pepstatin A, and 4 µg/mL leupeptin]で再




Target gene  Sequence (5’－3’) 
β-actin Forward 5ˊ-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-ATGGAGCCACCGATCCACA-3ˊ 
Hsp70 Forward 5ˊ-CGCTCGAGTCCTATGCCTTCA-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-TCCTGGCACTTGTCCAGCAC-3ˊ 
Bcl-2 Forward 5ˊ-GTGTTCCATGCACCAAGTCCA-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-AGGTACAGGCATTGCCGCATA-3ˊ 
Bax Forward 5ˊ-CAGGATGCGTCCACCAAGAA-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-GTTGAAGTTGCCATCAGCAAACA-3ˊ 
Bdnf Forward 5ˊ-TCAAGTTGGAAGCCTGAATGAATG-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-CTGATGCTCAGGAACCCAGGA-3ˊ 
Chop Forward 5ˊ-AATAACAGCCGGAACCTGAGGA-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-ACTCAGCTGCCATGACTGCAC-3ˊ 
Grp78 Forward 5ˊ-GAACACTGTGGTACCCACCAAGAA-3ˊ 
 Reverse 5ˊ-TCCAGTCAGATCAAATGTACCCAGA-3ˊ 
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3. Western blot 法による細胞外蛋白質および細胞内シグナルの解析 107, 108) 
電気泳動用サンプルは、10～30 µg の細胞質および核画分のサンプルに、2 
× SDS サンプル緩衝液 [100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 20% glycerol, 4% 
2-mercaptoethanol, 0.1% bromphenol blue]を等量加えて調製した。電気泳動は、
Mini PROTEAN 3 Cell（Bio-Rad）を用いて、10～12％ SDS-ポリアクリルア
ミドゲルにより行った。泳動後、セミドライブロッティング装置（Bio-Rad）
を用いて、100 mA で 1.5 時間、蛋白質を PVDF メンブラン（MILLIPORE）
に転写した。続いて、メンブランを 5％スキムミルク含有の PBS-T 溶液（137 
mM NaCl, 8.10 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 0.1% Tween 20）
で一昼夜もしくは 1.5 時間ブロッキングした。一次抗体は、5％スキムミルク
含有 PBS-T 溶液で希釈し、室温で 1 時間反応させた。メンブランを PBS-T
溶液で 5 分 × 5 回、室温で洗浄後、二次抗体は、5％スキムミルク含有 PBS-T
溶液で希釈し、室温で 1 時間反応させた。メンブランを PBS-T 溶液で 5 分 × 
5 回洗浄した後、ECL もしくは ECL plus detection reagents（Amersham 
Biosciences）を用いて、X 線フィルム（Amersham Biosciences）に露光もしく
は Light-CaptureⅡ（ATTO）で可視化した。使用した各蛋白質の抗体と濃度
について Table 14 に示した。 
 
















Anti-HRP conjugated donkey 






Anti-HRP conjugated donkey 







によって、MAK 投与前、MAK 投与 1 週間後の血糖値をマウスの尾静脈血
を用いて測定した。また、総頚動脈閉塞前（手術前）、総頚動脈閉塞直後（手
術直後）、低酸素負荷前（手術 3 時間後）、低酸素負荷 24 時間後の各サンプ

















Fig. 45 Schedule of blood glucose testing  
 
5. 統計処理 
データは、平均値  ± 標準偏差として表示し、統計学的有意差は、
Tukey-Kramer 法の多重比較により解析した。同一個体における H/I 処置前後




Reduction of cerebral blood flow 
（Operation）
Systemic hypoxia













After intake MAK for one week
After operation
After hypoxia
【 Testing time schedule 】
Control group：Distilled water




Total plasma oxidative stress
・d-ROMs test
・Rota-Rod test
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第3章 抗酸化活性を指標とした MAK 中の活性成分の探索と同定 
 
1．材料 
霊芝菌糸体培養培地抽出物（MAK）については第 1 章に記した。 
 
2．成分の探索 
2.1 分子ふるいによる分画（small scale） 
分画分子量が 3 kDa（3 K）、10 kDa（10 K）、30 kDa（30 K）、50 kDa（50 K）、
100 kDa（100 K）のアミコンウルトラ遠心式フィルター（Amicon® Ultra-15, 
MILLIPORE）を用いて、分子量による分画を行った。各画分は、次の A～F
で示した。3 K ＞ A、10 K ＞ B ＞ 3 K、30 K ＞ C ＞ 10 K、50 K ＞ D
＞ 30 K、100 K ＞ E ＞ 50 K、F ＞ 100 K。 
MAK 原液（10 mg/mL～50 mg/mL）を 3,900 × g で 15 分遠心して不溶性物
質を沈殿させ、上清を回収した。その後、アミコンウルトラ遠心式フィルタ
ーのサンプルリザーバーに 12 mL を加えて、3,900 ×g、25℃で遠心した。フ




FREEZE DRYER (VC-36s), TAITEC]した（Scheme 3）。 
 
2.2  3 kDa 以下の低分子画分（3 K）の大量調製 
加圧濾過装置（攪拌式セル 8000, MILLIPORE）を用いて、MAK 3 kDa 以
下の成分（3 K と記）を調製した。大量の MAK 原液を 5 g/L（MillQ）濃度
に調整して、3,900 × g で 15 分遠心後、上清のみを回収した。その後、この
上清をメンブレンフィルター（限界濾過ディスク PLBC, ウルトラセル再生
セルロース, 3 kDa NMWL 63.5 mm, MILLIPORE）をセットしたタンクに（約
800 mL）注入し、窒素ガス 0.2～0.3 MPa（Max; 0.48 MPa）で加圧濾過した。
得られた溶出画分を回収し、凍結乾燥（大量凍結乾燥; FREEZE DRY SYSTEM, 








3 K の分画には、吸着カラム（DIAION HP-20 イオン交換樹脂, 三菱化学）、 




MAK 6.12 g から前記した方法によって 3 K を 4.7 g 得た。得られた 3 K を
水に溶解した後、DIAION HP-20 にアプライして、水、メタノール（Wako）、
アセトン（Wako）で順に溶出させ、Fr. 1（2.6 g）、Fr. 2（0.8 g）Fr. 3（1.26 g）
Fr. 4（0.05 g）を得た。各フラクションの抗酸化活性を評価し、抗酸化寄与
率が最も高いメタノール溶出物 Fr. 3（1.26 g, 抗酸化寄与率 63.21%）につい
て MPLC-1＊の条件で分画を行い、Fr. A（0.3 g）、Fr. B（0.35 g）、Fr. C（0.22 g）、
Fr. D（0.13 g）、Fr. E（0.08 g）、Fr. F（0.14 g）、Fr. G（0.01 g）を得た。各フ
ラクションの抗酸化能と抗酸化寄与率が最も高い Fr. B（0.35 g, 抗酸化寄与
率 28.47%）を MPLC-2＊の条件で分画し、Fr. B-1～Fr. B-9 を得た。その中で
Fr. B-4（0.13 g, 抗酸化寄与率 26.35%）、Fr. B-5（0.08 g, 抗酸化寄与率 26.95%）、
Fr. B-6（0.06 g, 抗酸化寄与率 22.16%）に抗酸化活性が認められた。Fr. B-4
（0.13 g）について、MPLC-3＊の条件により Fr. B-4-1～Fr. B-4-9 を得た。Fr. 
B-4-5 から Compound 1 を単離した。Fr. B-4-4（10.6 mg）について HPLC-1＊
の条件により分画し Compound 2 を混合物として単離した。また、抗酸化寄
与率が Fr. B に続いて高い Fr. C（0.22 g）については MPLC-4＊の条件により
Fr. C-1～Fr. C-11 を得、そのうち Fr. C-2 から Compound 3、Compound 4 を混
合物として得た（Fig. 34）。  
  以下に MPLC および HPLC における分離条件を示す（カラム, 溶出溶媒系,
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溶出時間, 保持時間など）。 
MPLC-1＊：ODS Inject column (Cat. No. W917, M size, YAMAZEN), ODS 
column (ULTRA PACK, ODS-SM, 50 µm, 120 Å, Size B 26 × 300 mm, 
YAMAZEN), Water：MeOH［9:1 (7 min), 7:3 (7 min × 3), 6:4 (7 min × 3), 
100% MeOH (7 min × 3)］ 
MPLC-2＊：ODS Inject column (Cat. No. W917, M size, YAMAZEN）, ODS 
column (ULTRA PACK, ODS-SM, 50 µm,120Å, Size B 26 × 300 mm, 
YAMAZEN), Water：MeOH［8:2 (7 min × 3), 7.5:2.5 (7 min × 3), 7:3 (7 
min × 3), 100% MeOH (7 min × 2)］ 
MPLC-3＊：Silica gel Hi-Flash column (Cat.No.W003, Silica gel 40 µM 60Å, 
Volume 14 g, size M, 20 × 75 mm), Silicagel Inject column (Lot. No. 
L20802, size S), CHCl3：(MeOH ⑨：Water ①)［(9:1 (2 min × 3), 8:2 (2 min 
× 3), 7:3 (2 min × 3), 6:4 (2 min × 3), 100% MeOH (2 min × 6)］ 
HPLC-1＊：Column (YMC-Pack R&D ODS-A 250 × 20.0 mm), Solvent [A water, 
B MeCN, A: 98% (5 min)→0% (50 min)→0% (65 min)], Folw rata：7.0 
mL/min, Detector：UV 254/220 nm, Column temperature：30℃, Fraction 
size：7.0 mL/tube 
MPLC-4＊：Silica gel Hi-Flash olumn (Cat.No.W005, Silica gel 40 µM 60Å, 
Volume 45 g, size 2 L, 26 × 150 mm), Silicagel Inject column (Lot. No. 
L00301, size 2S) CHCl3：(MeOH ⑨：Water①)［(9:1 (4 min×3), 8:2 (4 min 
× 3), 7:3 (4 min × 3), 6:4 (4 min × 3), 40%～100% MeOH (24 min), 100% 







定した。含有量測定は LC/MS を用いた。 
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質量分析には JEOL JMN700（JEOL 日本電子会社）、NMR 測定は 400 MHz 
Agilent-400 MR-vnmrs 400 spectrometer（Agilent）、LC/MS は 4000 QTRAP® 
（AB SCIEX）システムで、LC/MS のポンプは LC-20 AD、auto sampler は
SIL-20 AC、カラムオーブンは CTO-20 AC、検出器 SPD-20 A を用いた。HPLC
のポンプは 600 Pump（Waters）、UV 検出器は 2489 UV/visible Detector（Waters）、
コントローラは 600 Controller（Waters）を用いた。 
薄層クロマトグラフィーは、シリカゲル（Sillica gel 60 F254, MERCK）と
ODS（HPTCL Sillica gel 60 RP-18 WF254S, MERCK）を使用した。NMR 用重
溶媒は、methanol-d4（重水素化率 99.8%, Wako）を使用した。 
 
2.5.2 化合物の物理的性質 
Compound 1：本化合物は、EI-MS、FAB-MS により分子量が 267.2 と推
定した。1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、DEPT（13C）各種 NMR
データを文献値と比較したところ化合物はアデノシン（C10H13N5O4）
であることが明らかとなった。TLC の Rf 値および色調は標品と一
致した。 
Compound 2：本化合物は、Fr. B-4-4 中のメイン成分であり、EI-MS に
より分子量が 122.12 と推定した。1H-NMR、EI-MS のデータ分析と
文献値と比較することにより Compound 2 はニコチン酸アミド
（C6H6N2O）であることが明らかとなった。TLC の Rf 値および色
調は標品と一致した。 
Compound 3、4：NMR と LC-MS の分析により Compound 3 と 4 は類縁
体であり、単離が困難であることが分かった。1H-NMR、13C-NMR
および LC/MS の分析により、Compound 3 は分子量が 168.1 である







アデノシン（Adenosine, Lot. EPH0855, Wako）、ニコチン酸（Nicotinamide, 
Lot. LAK5362, Wako）、バニリン酸（Vanillic acid, Lot. MKBC5912V, Sigma）、











● LC conditions 
Column：2.0φX 150 mm PEGASIL ODS SP100-3 (Senshu Pak) 
Solvent： 
A 0.1% formic acid aq, B acetonitrile contained formic acid at 0.1% 
B 5% (0 min)→ 5% (3 min)→ 30% (10 min)→ 100% (15 min)→ 
100% (30 min) 
Flow rate：0.2 mL/min 
Column temperature：40℃ 






















 4.1 DPPH フリーラジカル消去能の測定 




4.1.1 DPPH による評価 109, 110) 
    DPPH 試料および検体は、最終的に 50％エタノールに溶解した。その
後、遮光した試験管に 0.1 mg/mL DPPH 溶液を分注後、1 mL の検体を添
加し、よく混合した。25℃の水浴で 30 間分保温し、525 nm で吸光度を
測定した。Control として DPPH 溶液に 50％エタノールを、 Blank は 50%
エタノールに検体を混合した溶液を用いた。DPPH フリーラジカル消去
能は、次の式から算出した。消去能（％）=｛1－(Ai－Aj) / Ac｝× 100％




For vanillic acid 
Scan type：MRM (m/z166.913/m/z151.800) 
Polarity：Negative 













For syringic acid 
Scan type：MRM (m/z196.933/m/z120.800) 
Polarity：Negative 
















4.1.2 DPPH の噴霧による評価 111, 112) 
100%エタノールに 0.04%の DPPH を溶解した溶液を調製し、遮光して





4.2 スーパーオキシドアニオン（O2-）消去能の測定 113, 114) 
    O2-産生系として、3.6 mMのHypoxanthine溶液（100 mM KH2PO4, 0.054 
mM EDTA, 3.6 mM Hypoxanthine）を使用時にKH2PO4 buffer（0.1 M KH2PO4, 





96穴のプレート[ELISA用プレート (黒), S MS-8496 K]にKH2PO4 buffer
を170 µL、100 µg/mL Xanthine Oxidase溶液を60 µL、750 µM MPECを10 µL、
検体を10 µL、0.72 mM Hypoxanthine基質溶液を添加し、10秒後に発光測定
装置（Wallac 1420 ARVO sx, PerkinElmer）にセットして、1分間に100回測
定した発光積算値を算出した。検体を加えない発光量を基準（100%）とし、
検体を加えて減少する発光量を抗酸化能の指標とした。消去能は、次の式
から算出した。消去能（%）＝｛１－ (b) / (a)｝× 100%（a；検体を添加し
ない状態の発光積算値, b；検体を添加した場合の発光積算値） 
抗酸化活性の比較対照物質として、L（+）-アスコルビン酸[L(+)-Ascorbic 
Acid, Lot. LTN7625, Wako]とエダラボン（3-Phenyl-3methyl-5-pyrazolone, Lot. 
DPH0472, Wako）を用いた。 
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第 4 章 抗酸化活性成分による神経細胞および脳保護作用の評価 
 
第1節 神経細胞保護作用の評価（in vitro） 
 
1. 試薬 
シリンガ酸（Syringic acid, 98 + %）は Alfa Aesar 社製を用いた。実験に用い
たシリンガ酸は、DMSO（Dimethyl Sulfoxide, Wako）により 300 mM の濃度に
調製して、1.5 mL の遮光チューブに分注して冷凍保存した。使用直前に希釈
し（DMSO ≤  1%）、濾過滅菌（Cellulose Nitrate 0.45 µm filter, DISMIC-25, 
ADVANTEC）して実験に用いた。 
  
2. PC12 細胞の培養と分化誘導 65) 
未分化のラット副腎髄質褐色細胞腫由来 PC12 細胞（HS 研究資源バンク）
は、poly-D-lysine コートした 100 mm dish（Becton, Dickinson and Company）に
播種し、10％非働化馬血清（HS, Tissue Culture Biological）、5％非働化牛胎児
血清アルブミン（ FBS, Cell Culture Bioscience ）、 24 mM NaHCO3 、
Antibiotic-Antimycotic [100 unit/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 0.25 
µg/mL amphotericin B (GIBCO)]を添加した RPMI1640 培地（GIBCO）で、37℃、
5％ CO2 の条件下で培養した。PC12 細胞を播種し、ディッシュに接着させた
後、低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）に 50 ng/mL の神経成長因子（NGF：
Nerve growth factor, コスモ･バイオ）を含む条件下で 3 日間培養し、神経突起
を伸張して交感神経細胞様に神経細胞を分化させた。 
 
3. MTT assay による生存率の測定 67) 
神経細胞へ分化させた PC12 細胞に、低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）で
0.25 mg/mL に調製した MTT [(3,4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium 
bromide, Wako]を添加した。4 時間後に培地を取り除き、600 µL/well の DMSO
を加え、10 分間 Micro mixer（E-36, TAITEC）で溶解させ、540 nm と 630 nm
の吸光度を Wallac 1420 ARVOsx を用いて測定した。数値の算出は、細胞を播
 100 
種していない well の吸光度を blank として、540 nm の値から 630 nm の値を減
じて算出した。 
 
4. シリンガ酸の毒性評価 115) 
Poly-D-lysine コートした 96 well plate（Becton Dickinson）に PC12 細胞を 1 
× 104 cells 播種して 4 日間培養した。DMSO に溶解した 300 mM シリンガ酸
を、培養培地（10％ HS, 5％ FBS を含む）を用いて 0.001、0.01、0.1、1、3 
mM に希釈して添加した。シリンガ酸の存在下で 2 日間培養後、MTT assay に
より生存率を評価した。 
 
5. H2O2 処置による細胞生存率の評価 66, 67) 
Poly-D-lysine コートした 96 well plate（Becton Dickinson）に PC12 細胞を 5 
× 103 cells 播種し、5 日後に低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS を含む）で 50 
ng/mL に調製した NGF を 3 日間添加した。3 日後に NGF を含む培地を取り
除き、神経細胞へ分化させた PC12 細胞に、低血清培地に溶解したシリンガ
酸（0.001, 0.01, 0.1, 1, 3 mM）100 µL を 1 時間添加した。その後、30% H2O2
（Wako）を低血清培地で 750 µM に希釈し、各 well（シリンガ酸を含む培地




6. 酸化ストレス処理による細胞内活性酸素種の産生評価（DCF-DA染色）116, 117) 
 PC12 細胞を 96 well plate に播種後、前述のように神経細胞へ分化させた。
H2O2 添加 1 時間前にシリンガ酸（0.001, 0.01, 0.1, 1, 3 mM）を添加し、続い
て 250 µM H2O2 を 6 時間処置することによって酸化ストレスを誘導した。そ
の後、培地を除き、低血清培地で調製した 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescin 
diacetate（DCFH-DA, Sigma）を 10 µM/well となるように加えて 37℃、30 分
間保温した。続いて培地を除去後に PBS を 100 µL 加え、10 分間混和した。
マルチラベルプレートカウンター（Wallac 1420 ARVO sx, PerkinElmer）にて
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蛍光（励起波長 485 nm, 蛍光検出 535 nm）を測定した。無処置群を 100％と
して蛍光強度から酸化ストレスを評価した。 
 
第 2 節：脳保護作用の評価（in vivo） 
 
1．実験材料 
第 4 章の第 1 節で用いたシリンガ酸を使用した。経口投与に用いたシリン
ガ酸（10 mg/mL）は、蒸留水に溶解し（NaOH により pH 8.4 に調整）、1 日
投与量ごとに分注して、冷凍保存した。使用直前に溶解し、室温に戻してか
らマウスに 50 mg/kg body weight/5 mL を投与した。 
 
2．実験動物 
第 1 章の第 2 節と同様な条件で KK-Ay マウスを使用した。1 週間予備飼育
後、シリンガ酸（50 mg/kg body weight/day）を 7 日間経口投与した。Control
群には同量の蒸留水を投与した（Scheme 5）。 
 
3. KK-Ay マウスの低酸素脳虚血モデルの作製 
第 1章の第2節と同様に行った。KK-Ayマウスの右総頚動脈結紮 3時間後、
マウスをガラス容器に入れ、低酸素ガス（8% O2 / 92% N2）を 20 分間負荷し
た。この間、水浴と赤外線ランプによってガラス容器内を 36℃に維持した。
その後、マウスを通常大気中のケージに戻して擬似的な再灌流状態を誘発し




  第 1 章と同様の方法で評価した。 
 
5. 運動機能障害の測定 
第 1 章と同様の方法で評価した。 
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6. 梗塞巣体積の測定  
第 1 章と同様の方法で評価した。 
 
7. 脳組織中 O2-産生の測定（DHE 染色） 
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